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筍渦中のペオニフロリン定量法の再検討
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　二三はシャクヤク　Pα60痂α耽姻。名α（ボタン科）の根
を乾燥したもので，漢方処方に繁用される重要な生薬の一
つである．北海道は奈良県，長野県などと共に主要な産地
になっている．その成分として，ペオニフロリン，オキシ
ペオニフロリン，アルビフロリン，ベンゾイルペオニフロ
リンなどの配糖体が分離，構造決定され，主成分であるペ
オニフロリンに鎮静，鎮痛，鎮痙作用のあることが報告さ
れているη．
　1982年，西澤及び山岸はそれまでのTLC－DM法に代
わるHPLC法を用いる葛薬中のペオニフロリン，アルビ
フロリン及びオキシペオニフロリンの3成分同時定量法を
確立2）し，道産丁丁の品質向上や優良品種の選抜に活用し
た3・4〕．その後，1991年に公布された第十二改正日本薬局
方に三二のHPLC法による成分含量測定法が収載され，
現行の第十四改正日本薬局方（JP　XIV，2001）には定量
法が収載されている1）．
　JP　XIVのペオニフロリン定量法は粉末試料を含水メタ
ノール中で加熱抽出後，抽出液を直接HPLC法で分析す
るとしている．一方，西澤及び山岸はメタノールで連続抽
出後，抽出液を直接分析するとクロマトグラフ上にペオニ
フロリンより保持時間の大きいピークが多数認められ，
ベースラインも安定しないため，Sep－Pak　C、8を用いる
クリーンアップ法を採用している．さらに，標準品及び試
料に含有される水分の扱いにも違いが認められる．
　このように，JP　XIVに収載された方法（JP法）と著者
らが長年採用してきた西澤及び山岸の方法（西澤・山岸
法）には，いくつかの相違点が認められる．そこで，両法
を比較検討した．
方 法
1．分析用試料
　超遠心粉砕機（Retch社，　ZM　1，メッシュスクリーン
穴径1．0または0．5mm使用）を用いて粉砕後，室温に
保存しておいた北海道産苛薬9試料を分析用試料とした．
2．試験溶液の調製
1）JP法1）
　試料500mgを精恐し，薄めたメタノール（1→2）50
mLを加え，30分間加熱抽出後，ろ過した．この操作を
再度繰り返し，ろ液を合わせ，薄めたメタノール（1→2）
を加えて正確に1001nしとし，試験溶液JPaとした．
2）西澤・山岸法2）
　試料200mgを精工し，微量連続抽出器を用い，メタ
ノール20mしで2時間加熱抽出した．溶媒を減圧下で留
下し，残渣を水10．OmLに溶解した（抽出溶液NYa）．
抽出溶：液NYaの4，0mLをSep－Pak　C、8（ウォーターズ
二二，Lot　No．　P4075A2）を先端に付けた注射外筒に入れ，
内隠で押し出し，ペオニフロリンを吸着させた．水10
mしで洗浄後，アセトニトリル／水二二（15：85）10．O
mLで溶出し，試験溶液NYsとした．
3）回収率検討用
　西澤・山岸法で得られた抽出溶液NYa　4．OmLをSep－
Pak　C、8に導入し，水6．OmLで洗浄し，計！0　mLを試験
溶液NYs1とした．アセトニトリル／二二液（15：85）
10．OmLでペオニフロリンを溶出（試験溶液NYs　2）し
た後，アセトニトリル／水混晶（1：1）10．OmLでさら
に溶出した（試験溶液NYs　3）．
3．定量法
1）標準品
　北海道産葛薬より単離したペオニフロリン2＞を用いた．
アプデルハルデン乾燥器中で8時間乾燥（減圧，80℃，五
酸化リン）し，標準溶液調製用とした1）．
2）検量線
　未乾燥標準品3．86mg及び乾燥標準品3．831ngを精密
に秤量し，各々をメタノール10．OmLに溶解し，標準溶
液とした．各々の溶液を適当に薄め，検量線を作成し，絶
対検量線法にて定量した．
3）乾燥減量
　JP　XIVに従い，分析用試料約3gを105℃で5時間加熱
して，乾燥減量を求めた．すべての定量値は，分析用試料
をこの乾燥減量から乾燥物に換算して計算した．
4）分析条件
　機器：島津LC－10　AD型高速液体クロマトグラフ，カ
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ラム：NucleQsi15C18（4φ×250　rnm），移動相：アセト
ニトリル／水／酢酸混液（29：171：1），流速：1．OInL／
分，カラム温度：40℃，検出波長：254nln，注入量：10
μL．
結果及び考察
1．抽出法の違いが定量値に与える影響
　JP法で調製した試験溶液JPaと西澤・山岸法で得られ
た抽出溶液NYaのペオニフロリン定量結果を表1に示す．
　各試料における定量値の比JPa／NYaは0．97～1．03
（平均値1．00）の範囲内にあり，抽出溶媒，抽出装置の違
いによる差は認められなかった．
2．乾燥物換算の有無が定量値に与える影響
　西澤及び山岸は定量値算出に当たり乾燥物換算をしな
かったが，1996年公布の第十三改正日本薬局方（JP
XIII）から，「換算した生薬の乾燥物に対し，ペオニフロ
リン2．0％以上を含む」と規定されたエ〉．そこで，乾燥物
換算の有無が定量値に与える影響を検討した．
　今回分析した9試料の乾燥減量は，表1に示すように
5．76～6．64％（平均値6．21％）の範囲内にあった．従っ
て，乾燥物換算することにより従来より約6％高い値が得
られることが明らかになった．
3．標準品の乾燥の有無が定量値に与える影響
　ペオニフロリンは水和物で存在しており，乾燥すると約
一水和物になると考えられている5〕．西澤及び山岸は定量
値算出に当たり乾燥しない標準品を用いたが，JP　XIIIか
ら標準溶液調製用のペオニフロリンは乾燥したものを用い
ると規定された．そこで，標準品の水分含量の違いが定量
値に与える影響を検討した．
　乾燥品で算出したJPaと未乾三品で算出したJPa’を比
較すると，その比JPa／JPa■は0．96あるいは0．97であっ
た．従って，乾燥した標準薬を使用することにより，従来
より3～4％低い値が得られることが明らかになった．
4．クリーンアップ操作の有無が定量値に与える影響
　西澤及び山岸が採用したSep－Pak　C、8処理の定量値に
及ぼす影響を検討した．処理前の抽出溶液NYa及び処理
後の試験溶液NYsのペオニフロリン定量結果を表2に示
す．
　処理後の定量値はすべての試料で処理前より低く，ばら
つきが認められた．処理前後の比NYs／NYaは0．88～
0．98（平均値G．92）であった．
　低下の原因を明らかにするため，Sep－Pak　C、8からの
回収試験を行い，その結果を表3に示す．
　その結果，いずれの試料でもアセトニトリル／御混液
（15：85）で溶出したNYs　2にべオニフロリンが集中（回
収率94．9～95．3％）しており，水洗浄液NYs　lにはほと
んど認められなかった（回収率0．4～1．0％）．一方，アセ
トニトリル／水門液（1：1）で溶出したNYs　3の回収率
は3．9～4．6％の値を示した．また，NYs　2とNYs　3の合
計値と処理前のNYaの比は0．99～1．01であることから，
アセトニトリル／水二二（15：85）ではペオニフロリンの
溶出は不完全であり，完全に溶出させるためには水中のア
セトニトリル含量を上げる必要があった．なお，アセトニ
トリル／水混液（1：4）を用いた場合，ペオニフロリンは
ほぼ完全に溶出された．
　西澤及び山岸の報告は1982年であり，今回用いたSep－
Pakとロットなどが異なると考えられる．当時と同じ溶
出条件では不十分な場合も想定されるため，他社のカート
リッジカラムを使用する場合も含め，溶出条件の検討を毎
回行う必要があると考える．
表1抽出法の違いによる葛薬中のペオニフロリンの定量　　表2クリーンアップ操作前後における生薬中のペオニフ
　　結果　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロリンの定量結果
　　乾燥減量　定量値（％）　　　　　　　　　　　　　　　JPa／JPa’JPa／NYaNo．　　　（％）　JPa　JPa〆NYa No．
定　量　値（％）
NYa NYs NYs／NYa
　1
　2
　3
　4
　5
　6
　7
　8
　9
平均値
6．11　　4．99　5．17　5．08　　　0．97
6．60　　3．26　3．38　3．35　　　0．96
6．Ol　　　7．83　　8．11　　8．03　　　0．97
6．35　　　5．55　　5．75　　5。66　　　　0．97
6．04　　　4．59　　4．76　　4．64　　　　0．96
6．64　　　4．39　　4．55　　4．37　　　　0．96
6．43　　　5．04　　5．22　　5．04　　　　0．97
5．76　　3．98　4．12　3．87　　　0．97
5．92　　4．91　5．08　4．79　　　0．97
6．21　　4．95　5．13　4．98　　　0．97
0．98
0．97
0．98
0．98
0．99
1．00
1．00
1．03
！．03
1．00
JPa：薄めたメタノール（1→2）で加熱抽出（JP　XIV法）．
NYa＝微量連続抽出器を用い，メタノールで加熱抽出（西澤・山岸
　　法）．
JPa〆：乾燥前の標準品を用い，乾燥物に換算した試料量に対する値．
　JPa，　NYa共に，　JP　XIVに従って乾燥した標準品を用い，乾燥物
に換算した試料量に対する値．
！－1
　　2
2－1
　　2
3－1
　　2
4－1
　　2
5－1
　　2
6－1
　　2
平均値
5．04
5．10
3．35
3．34
8．06
8．01
5．68
5．65
4，63
4．65
4．42
4．32
5．19
4．85
4．65
3．28
3．22
7．47
7，37
5．33
4．99
4ユ8
4．20
3．96
3．95
4．79
0．96
0．91
0．98
0．96
0．93
0．92
0．94
0．88
0．90
0．90
0．90
0．91
0．92
NYa：表1と同じ
NYs：抽出溶液NYaをSep－Pak　C18に通し，水洗後，アセトニト
　　　リル／水川西（15＝85）で溶出させた溶液
一60一
表3　クリーンアップ操作におけるペオニフロリンの回収試験結果
No．
定量値［％（回収率，％）］
NYa NYs　1 NYs　2 NYs　3 　　　　　　　（NYs　2十NYs　3）／NYaNYs　2十NYs　3
7　　　　4．99　　　　0．02　（0．4）　　　4．82　（95．3）
8　　　3．90　　　0．02　（0．5）　　　3．69　（94．9）
9　　　4．79　　　0．05　（1．0）　　　4，63　（95．1）
0，22　（4．3）
0 18　（4．6）
0 19　（3．9）
5，04　（99．6）
3．87　（99．5）
4．82　（99．0）
1．01
0．99
1．01
NYa：表1と同じ
NYs　1：抽出溶液NYaをSep－Pak　C、8に通し，水洗した溶液
NYs　2＝アセトニトリル／水混液（！5：85）溶出液
NYs　3：アセトニトリル／水混液（1＝1）溶出液
NYs　2＋NYs　3：NYs　2とNYs　3の合計値
回収率：NYs　1，　NYs　2及びNYs　3の合計値を100％として算出
　今回のようにペオニフロリンのみを定量する際には，こ
のクリーンアップ操作の省略は可能である．しかし，多数
の試料を連続して分析する場合あるいはアルビフロリン及
びオキシペオニフロリンも同時に定量する場合は，クリー
ンアップ操作を行う方が望ましい．
5．データ比較上の注意点
　1990年代前半までに報告したペオニフロリンの定量値
は，未乾燥標準品を用い，さらに，乾燥物に換算をしてい
ない試料量を基に算出している2）。1980年の報告書では，
70試料について乾燥減量が調べられ，35試料が6．1～
7．0％の範囲内にあったことが示されている6）．従って，
試料の半数の乾燥物換算による定量値の増加は7％以内で
あり，標準品を乾燥することによる減少分3～4％を差し
引くと，その差は数％と考えられた．
　今後，JP　XIV法で得られた定量値と従来の方法で得ら
れた既報の定量値を比較する際には，これらの点を考慮す
る必要がある．
6．乾燥物換算と標準品の水分について
　これまで著者らは生薬成分を定量する際，糖類以外は分
析試料を乾燥物に換算せずに定量値を算出してきた．しか
し，局方改正の度に換算した生薬に対して含量が規定され
る品目が多くなっていることから，今後は著者らも可能な
限り分析試料を乾燥物に換算して含量を算出する方法に改
める予定である．
　著者らも参加した厚生科学研究『局方生薬の規格設定に
関する研究』（1984～1986年）では，定量用生薬成分の純
度が検討された．この時は，HPLC面積純度の検討が中
心であり，結晶水，付着している水あるいは再結晶溶媒の
残存量の取り扱いは一番難しい問題とされ，将来の検討課
題となった7）．これらの点を踏まえ，著者らは黄柏8），黄
連9）及びロートコン10）については各標準品を無水物に換算
して定量し，さらに，黄連標準品の結晶水の問題点を指摘
した9）．最近は標準品の水分の問題も徐々に解決され，甘
草，苛薬，センナ，大黄などのように局方改正の度に標準
品の乾燥法面も記載されるようになってきており，今後も
よ、り多くの生薬について適用されるものと推察される．
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